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Introducción: el empleo de insulina en modelos de diabetes experimental aún es 
controversial. Objetivo: evaluar el efecto de la hiperglucemia por tiempo prolongado a 
nivel sistémico en sujetos hiperglucémicos tratados con insulina a dosis no 
normoglucemiantes. Métodos: se efectuó un estudio de tipo experimental (analítico), 
longitudinal. Se indujo hiperglucemia (niveles de glucosa ~500mg/dl) en ratas Wistar 
(grupo hiperglucémico, n=4); se les administró aloxan (intraperitoneal, 150mg/kg) y se 
les protegió, simultáneamente, con insulina (0,25-0,5U/kg) durante 42 días. Se 
obtuvieron muestras de hígado, páncreas, riñón y retina que fueron teñidas con la 
técnica de hematoxilina y eosina. Se identificaron cambios histológicos y recuento celular 
al comparar con ratas normoglucémicas (grupo normoglucémico, n=4) mediante la 
prueba t de Student, p<0,05. Resultados: se obtuvo un modelo de hiperglucemia. En el 
grupo hiperglucémico se observaron, a nivel hepático, dilatación de sinusoides, esteatosis 
de gota gruesa y bajo recuento celular (t7=3,52; p<0,009); a nivel renal lisis tubular, 
infiltrado eritrocitario y bajo recuento celular (t7=3,74; p<0,007); a nivel pancreático 
dilatación de unidades ducto-acinares de la porción exocrina y sin cambios en el recuento 
celular (t7=-2,05; p=0,078) y la retina no mostró cambios estructurales ni en el recuento 
celular (t5=-1,86; p=0,120). Conclusiones: la insulina empleada a dosis no 
normoglucemiantes no inhibe los efectos histológicos, bioquímicos y conductuales de la 
hiperglucemia a largo plazo, pero si promueve la sobrevida de los sujetos de estudio. 




Introduction: the use of insulin in models of experimental diabetes is still controversial. 
Objective: to evaluate the effect of hyperglycemia for a long time at a systemic level in 
hyperglycemic subjects treated with insulin at non-normoglycemic doses. Methods: an 
experimental (analytical), longitudinal study conducted. Hyperglycemia (glucose levels ~ 
500mg/dl) was induced in Wistar rats (hyperglycemic group, n=4); they were 
administered aloxan (intraperitoneal, 150mg/kg) and were protected, simultaneously, 
with insulin (0.25-0.5U/kg) for 42 days. Samples of liver, pancreas, kidney and retina 
were obtained and stained with the hematoxylin and eosin technique. Histological 
changes and cell count were identified when compared with normoglycemic rats 







model was obtained. In the hyperglycaemic group, at the hepatic level, it was observed 
dilatation of sinusoids, thick-film steatosis and low cell count (t7=3.52, p<0.009); at 
renal level, tubular lysis, erythrocytic infiltrate and low cell count (t7=3.74, p<0.007) 
were found; at the pancreatic level, it was observed a dilation of duct-acinar units of the 
exocrine portion without changes in the cell count (t7=-2.05, p=0.078), and the retina 
showed no structural changes or in the cell count (t5=-1.86; p=0.120). Conclusions: 
the insulin used at non-normoglycemic doses does not inhibit the long-term histological, 
biochemical and behavioral effects of hyperglycemia, but does promote the survival of 
the study subjects. 




La inducción de hiperglucemia en modelos experimentales se ha logrado a través 
de técnicas que van desde la remoción quirúrgica del páncreas,(1) las 
modificaciones a la dieta(2) y la inducción farmacológica(3) hasta modificaciones 
genéticas.(4) Los agentes farmacológicos más utilizados son el aloxano y la 
estreptozotocina, que poseen citotoxicidad selectiva de las células β 
pancreáticas,(3,5) y que han sido empleados en distintos protocolos 
experimentales que, en dependencia de la especie animal, varían la ruta de 
administración y la dosis empleada.(6) En tales modelos se monitorean las 
manifestaciones clínicas de la enfermedad durante períodos de tiempo que van 
desde semanas hasta meses.(7,8) Hay informes sobre el estudio de la diabetes 
experimental durante períodos de tiempo sumamente cortos, sobre todo, los 
encaminados a evaluar el posible efecto normoglucemiante de compuestos 
orgánicos(9,10) y que, más que estudiar el efecto que ejerce la hiperglucemia para 
el desarrollo de complicaciones a largo plazo, observan los efectos bioquímicos de 
fase aguda tras la administración del fármaco, y otros que contemplan tiempos 
prolongados de la evolución de la enfermedad, tal como ocurre en el 
humano(11,12) aunque,  particularmente, la inducción farmacológica tiene la 
desventaja de dar lugar a una alta incidencia de cetosis y mortalidad.(13) En este 
sentido se han implementado estrategias metodológicas como la administración 
de insulina en dosis no normoglucemiantes.(14,15) A través de sus acciones 
anabólicas, que promueven la captación y el almacenamiento de glucosa en los 
tejidos periféricos, la insulina regula las concentraciones de glucosa y promueve 
la sobrevida de los sujetos de estudio. Si bien la administración de insulina ha 
sido caracterizada por su efecto protector, puede retrasar o restituir el daño 
renal,(16,17) revertir alteraciones neurofisiológicas(18) y prevenir, incluso, lesiones 
cutáneas latentes;(19) no obstante, también puede dar lugar a cambios 
neuropáticos importantes como la degeneración axonal.(19) Debido a que existe 
controversia sobre el empleo de insulina en modelos de diabetes experimental se 
llevó a cabo el presente estudio, con la finalidad de demostrar que el uso de 
insulina en dosis no normoglucemiantes en estos modelos permite evaluar el 
efecto de la hiperglucemia por tiempo prolongado a nivel sistémico, 
particularmente, a través de la observación de cambios histológicos y de recuento 










Tipo y sujetos de estudio 
Se efectuó un estudio de tipo experimental (analítico), longitudinal que se derivó 
de los procedimientos llevados a cabo para la publicación de Moreno y 
colaboradores en el año 2016(14) y acorde a los procedimientos señalados en la 
Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZOO-1999 y en las especificaciones técnicas 
para la producción, el cuidado y el uso de los animales de laboratorio. Se 
realizaron todos los esfuerzos para minimizar el número de animales utilizados. 
 
Grupos experimentales 
Se seleccionaron aleatoriamente ratas de aproximadamente de 250 a 300gr de 
peso para formar dos grupos experimentales: grupo control (GC, n=4) y grupo 
hiperglucémico tratado con insulina (GHI, n=4). 
 
Inducción de hiperglucemia 
A las ratas del GHI, con ayuno previo de 12 horas, les fue administrado aloxano 
monohidratado (Corporación Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, Estados Unidos) 
vía intraperitoneal -ip- (200mg/kg de peso corporal). Inmediatamente después de 
la administración las ratas recibieron solución de dextrosa al 5% (PiSA®) para 
prevenir la hipoglucemia transitoria inducida por el aloxano como resultado de la 
liberación masiva de insulina pancreática.(5,20) La hiperglucemia se confirmó 48 
horas después de la administración; se utilizó un medidor de glucosa Accu-chek 
performa, de la marca Roche, Indianápolis, Indiana, Estados Unidos. Las ratas del 
GC recibieron un volumen equivalente de solución de cloruro de sodio (NaCl) al 
0,9% en la primera sesión y ningún tratamiento posterior. Se verificó que el GHI 
mantuviera niveles de glucosa en plasma >250mg/dl y el GC≤120mg/dl. 
 
Administración de insulina 
Para mantener la hiperglucemia por tiempo prolongado y promover la 
supervivencia el GHI recibió insulina subcutánea diaria (0,25-0,5U/kg de peso 
corporal; Lantus, Sanofi- Aventis, París, Francia). 
 
Mediciones biológicas 
Los niveles de glucosa fueron monitoreados a los tres, siete, 14, 21, 28, 35 y 42 
días en ambos grupos. La glucosuria y la cetonuria fueron determinadas mediante 
tiras Multistix 10 SG (marca Siemens, Tarrytown, New York, Estados Unidos). 
Adicionalmente fueron monitoreados el peso corporal y el consumo de agua y 
alimento. 
 
Obtención y tinción histológica 
Las ratas fueron eutanizadas con pentobarbital sódico (50mg/kg vía ip). 
Inmediatamente después se removieron el páncreas, los riñones, el hígado y los 
globos oculares para ser colocados en formol al 10%. Los órganos fueron fijados 







5µm en un micrótomo Leica Biosystems RM2245 Nussloch GmbH, Alemania, para 
ser teñidos mediante la técnica de hematoxilina-eosina. 
 
Análisis microscópico 
Las variaciones morfológicas de cada órgano fueron analizadas utilizando un 
microscopio de campo claro (Olympus CX41); adicionalmente, se contabilizó el 
número de células en cinco campos por cada sección (ImageJ Software, versión 
1.46) en un total de nueve secciones por cada órgano, las que fueron 
seleccionadas al azar, a fin de obtener una distribución representativa de cada 
órgano. Se capturaron fotografías digitales, tanto del GC como del GHI, y bajo el 
objetivo 40x. Dos revisores analizaron el material. 
 
Análisis estadístico 
El estudio de los valores de glucosa y peso corporal fue realizado empleando el 
análisis de varianza ANOVA y la comparación entre el número de células y la 
condición de estudio se realizó con la utilización de la prueba t de Student. Las 
diferencias consideradas estadísticamente significativas fueron con un valor de 





Con este procedimiento experimental se alcanzó el 84% de supervivencia de los 
sujetos de estudio y se mantuvieron valores de glucosa de ≥250mg/dl. Se 
observaron diferencias en los niveles de glucosa: en el GHI fueron de ≥500mg/dl, 
mientras que en el GC fueron de ≤120mg/dl (F7,95=7,057; p<0,001) -figura 1A-. 
El GHI reveló menor peso corporal comparado con el grupo control cerca de los 
10 días posteriores a la administración del aloxano (F7,95=12,190; p<0,001) -
figura 1B-. El GHI mostró glucosuria y cetonuria, no así el GC (F5,71=124,878; 
p<0,001) -figuras 1C y 1D-. Adicionalmente, el GHI reveló incremento en el 
consumo de agua y de alimento (t16=-2,677; p<0,017) comparado con el GC 
(t16=-3,933; p<0,001) -figura 1E-. 
 
Cambios histológicos en el hígado 
En el GHI se observó dilatación de los sinusoides hepáticos (figura 2B), además 
de esteatosis de gota gruesa (figura 2B), a diferencia del GC (figura 2A). 
Adicionalmente, se observó menor número de células en el GHI respecto del GC 
(t7=3,52; p<0,009) -figura 3A-. 
 
Cambios histológicos en el riñón 
En el GHI se observaron lisis tubular e infiltración eritrocitaria (figuras 2D1 y 
2D2), a diferencia del GC (figura 2C). Adjuntamente, se observó menor número 








Figura 1. Mediciones biológicas de los grupos experimentales. El grupo hiperglucémico 
administrado con insulina (A) mostró incremento en los niveles de glucosa sanguínea desde el 
tercer día de la inducción (triángulo), (B) decremento del peso corporal, (C) glucosuria, (D) 
cetonuria, además de mayor consumo de agua y alimento (E). Los datos están presentados en 
media±error estándar. *p<0,01; **p<0,001. Fuente: resultados del estudio. 
 
Cambios histológicos en el páncreas 
Se observó atrofia pancreática difusa en el GHI, con dilatación de las unidades 
ducto-acinares, de la porción exocrina (figura 2F); en el GC no se observaron 
cambios histológicos (figura 2E). Adicionalmente, en el GHI se observó un 
aumento significativo en número de células pancreáticas (t7=-2,05; p=0,078) -
figura 3C-. 
 
Cambios histológicos en la retina 
En el GHI no se observaron cambios histológicos en la retina (figuras 2G y H); 









Figura 2. Cambios histológicos del hígado, el riñón, el páncreas y la retina. (A) microfotografías 
de sinusoides hepáticos de morfología normal (flechas). (B) sinusoides con mayor dilatación 
(flecha) y esteatosis de gota gruesa (*) del GHI. (C) túbulos renales de morfología normal. (D1, 
D2) lisis tubular (delimitación circular) e infiltración eritrocitaria (flechas). (E) unidades 
ductoacinares del páncreas exocrino del GC (delimitada por círculo). (F) dilatación ductoacinar del 
GHI (flecha). (G, H) capas de córnea, sin cambios estructurales aparentes en ambos grupos. SS: 
sinusoides, H: hepatocitos, TR: túbulo renal, GR: glomérulo, CA: conductos acinares, EP: epitelio 
pigmentado, NE: nuclear externa, NI: nuclear interna, PE: plexiforme exterior, PI: plexiforme 










Figura 3. Conteo celular del hígado, del riñón, del páncreas y de la retina. El grupo 
hiperglucémico administrado con insulina (GHI, barras negras) mostró (A) disminución de la 
cantidad de hepatocitos (**p<0,009) y (B) menor cantidad de células renales, mientras que no se 
observaron cambios en la cantidad celular de páncreas (C) y de retina (D) respecto del grupo 
control (barras grises). El eje X muestra la condición experimental y el eje Y el número de células 




Se indujo un modelo de diabetes experimental caracterizado por hiperglucemia, 
pérdida del peso corporal, glucosuria y cetonuria, además de mayor consumo de 
agua y de alimento. 
Fueron observados cambios histológicos a causa del daño oxidativo por 
hiperglucemia, particularmente, las alteraciones de la arquitectura hepática, que 
incluyen dilatación sinusoidal (figura 2B). Este hallazgo es concordante con el 
hecho de que el óxido nitroso, un potente agente oxidante, ejerce un efecto 
vasodilatador y de daño a la vasculatura,(21) además de que está informado que 
en el curso de la diabetes el sistema no se encuentra alterado.(22) Otras 
consecuencias, tanto de la resistencia insulínica como del estrés oxidativo 
mitocondrial, son la necrosis celular y la inflamación hepática,(23) lo que explica 







recuento de células hepáticas y renales (figuras 3A y B). Otro indicador de 
alteraciones tóxico-metabólicas(24) asociado a la resistencia a la insulina y a la 
diabetes mellitus tipo 2 en el humano es la grasa ectópica de los hepatocitos,(25) 
que coincide con la esteatosis de gota gruesa encontrada (figura 2B). 
En condiciones de hiperglucemia sostenida también ocurre daño pancreático, que 
se detecta a través de la pérdida de células β pancreáticas;(26) sin embargo, en 
este estudio se observó un efecto contrario (figura 3C), además de dilatación 
ductoacinar (figura 2F). El incremento en el número de las células pancreáticas 
coincide con otros informes que señalan que existe regeneración celular 
pancreática en condiciones de hiperglucemia, mientras que en condiciones 
normales las células β pancreáticas tienen un índice de regeneración de 3% por 
día en el individuo adulto, lo que disminuye con la edad;(27) incluso, esta 
capacidad proliferativa y de autoreplicación es uno de los mecanismos 
compensatorios de expansión de células β en roedores(28,29) y se ha demostrado 
que la recuperación de la función pancreática se debe no solamente a la división 
de las células β residuales o preexistentes, sino también a procesos de 
neogénesis.(30) En tanto que la dilatación ductoacinar es debida al efecto tóxico 
metabólico, tal como ocurrió en el hígado. 
Las alteraciones de la función de los túbulos renales pueden ocurrir en etapas 
tempranas de la diabetes y se relacionan también con el control glucémico; en el 
caso de los sujetos del GHI que mantuvieron niveles de glucemia por encima de 
500mg/dl era esperado encontrar disfunción tubular renal, específicamente, lisis 
tubular e infiltrado eritrocitario (figura 2, D1 y D2), en conformidad con la 
disfunción endotelial, que tiene lugar por mecanismos intracelulares tales como el 
aumento de las especies reactivas a oxígeno y a sustancias proinflamatorias.(31)
En el globo ocular no se encontraron alteraciones histológicas ni cambios en el 
recuento celular (figuras 2H y 3D). Aunque la retinopatía es una de las más 
comunes complicaciones de la diabetes, que incluye la apoptosis de la célula 
neural retiniana, es observable en roedores con hasta 32 semanas de evolución 
de la enfermedad;(32) incluso, la acidosis de la retina comienza en uno o hasta 
tres meses de hiperglucemia en la rata,(33) motivo por el que se considera que no 
se observaron cambios. Como las ratas de este estudio se mantuvieron por 42 
días, se considera una desventaja. En futuros experimentos se considerará un 
mayor tiempo de evolución de la enfermedad. 
El aloxano da lugar a carencia insulínica y, como resultado el modelo animal, 
manifiesta hiperglucemia; no obstante, para mantener la hiperglucémica por 
tiempos prolongados, como ocurre en el humano, se emplea insulina, 
administrada en dosis no normoglucemiantes que permiten la sobrevida de los 





En virtud de los hallazgos presentados este estudio demuestra que la insulina 
empleada en dosis no normoglucemiantes promueve la sobrevida de los sujetos 







sistémico, tal como ocurre en el humano, como daño renal, hepático, pancreático 
y oftálmico. Es una contribución para las mejoras metodológicas para inducir 
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